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食品に含まれる「クチナシ青色素」の定量法の検討
Determination of Gardenia Blue, a natural color additive, in Food 
伊藤裕オ、小野田千保、小林美伽、中谷沙織、鈴木ゆりか
Yusai ITO, Chiho ONODA, Mika KOBAYASHI, Saori NAKATANI, Yurika SUZUKI 
1 . 緒言
「クチナシ青色素」は食品添加物の 1つで食
品の着色料である。食品添加物公定書第 8版
において「クチナシ (Gardeniaaugusta Merrill 
又はGardeniajasminoides Elis)の果実から得
られたイリドイド配糖体とタンパク質分解物の
混合物に、 P—グルコシダーゼを添加して得ら
れたものである。デキストリン又は乳糖を含む
ことがある。」と定義されている。本色索は甘
色を呈する数少ない食品添加物の 1つである。
クチナシ青色素は光や熱に対して安定であり、
また水溶性が高いことから、飲料、冷菓、焼き
菓子等の着色に使用される。クチナシの実には
黄色のカロテノイド色索であるクロシンやクロ
セチンが含まれている。しかし、これらはクチ
ナシ青色索の色素形成には関係しない。クチナ
シ青色素は、クチナシの実に含まれる無色のイ
リドイド配糖体であるゲニポシド (1) を原料
とする（図 1)。まず初めにゲニポシドを P-
グルコシダーゼで加水分解してアグリコンのゲ
ニビン (2) とする。続いて、酸素存在下でゲ
ニピンにたんばく質加水分解物中のアミノ基を
反応させると、連鎖反応が進行して青色索が形
成される。青色索は重合化合物のため高分子批
であり、正確な化学構造は未だ不明である。部
分推定構造として、ゲニピンとグリシンの反応
物から、行色索の最小ユニットと考えられる
genipocyanin G 1 (3)が単離構造決定されたの
が唯一の報告例である I)(図 2)。
夏‘
geniposide (1) : R1 = o-Glu 
genipine (2) : R1 = H 
図 l クチナシの実に含まれるイリドイド化合物、
ゲニポシド(geniposide)およぴゲニピン(genipin)
の構造
図 2 ゲニビンとグリシンから形成された背色索、
ゲニポシアニン G1 (genipocyanin G 1)の構造
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クチナシ青色素は天然に存在しない色素であ
るが、天然の材料だけで製造されることから天
然着色料に位置付けられ、既存添加物として認
可されている。既存添加物とは、これまでの長
い使用実績に基づいて厚生労鋤省が認可した天
然添加物である。現在、新しい添加物の認可を
受ける際には（指定添加物という）、動物を使
った安全性試験に加えて、添加物の成分組成に
関する詳細なデータと食品からの回収方法の提
出が義務付けられている。これは米国や欧州で
も同様である。しかし、既存添加物は使用実績
に基づいて認可されたため、成分組成が不明の
ままの使用され続けているものも多い。多くの
既存添加物の成分組成は、認可後の試験研究に
よって解析されてきてはいるが、現在でも成分
構造およぴ分析方法が確立されていないまま使
用されている既存添加物が複数ある。クチナシ
青色素もその 1つである。クチナシ青色素中
に残留した原料のゲニピンの検出による定性分
析法だけが報告されているだけで 2)、色素成分
の食品からの分析方法は確立していない。それ
ゆえ、クチナシ青色素は米国やEU諸国で認可
されておらず、日本の翰出品にクチナシ青色素
を添加することはできない。現在、 8本で認可
されている青色着色料は、合成着色料の「青色
1号（プリリアントプルー）」と「青色 2号（イ
ンジゴカルミン）」、およぴ既存添加物の「スピ
ルリナ色素」の 3つだけである。近年、消費
者の合成着色料に対する忌避心理はますます高
くなっており、加工食品には天然色素の使用が
より好まれるようになった。「スピルリナ色素」
は植物プランクトンの 1種である藍藻類から
分離される天然色素であるが、色素成分がたん
ばく質に結合した複合体であるため、 pHの変
化や熱で容易に退色するという欠点がある。一
方クチナシ青色素は、原料が全て天然由来であ
ることに加え、酸・アルカリおよぴ光と加熱に
対して安定であることから、加工と消費の両面
のニーズにあった理想的な着色料といえる。こ
のような理由からクチナシ青色素は海外でも注
目を集めているが、上記のとおり、構造の解析
と食品中の分析法が解決していないため、認可
されておらず使用できないのが現状である。
そこで本研究では、クチナシ青色素の食品中
での分析方法の確立を最終目標に、まず冷菓（ゼ
リー）を対象として、色素の回収法を検討した
のでここに報告したい。
2. 実験
述：クチナシ背色素製剤は、三栄源エフ・エ
フ・アイ（株）から分譲をうけたアートプルー
GBFを用いた。
慇：各種有機溶媒（メタノール、エタノール、
n-プタノール、アセトニトリル、ジメチルホル
ムアミド (DMF)、ピリジン）、水酸化ナトリ
ウム、塩酸、およぴスクロースは和光純薬（株）
の特級品を用いた。ゼラチンはゼライス株式会
社の製品を使用した。使用した水は全て蒸留水
を用いた。
器具およぴ機器：分離精製に用いた固附カート
リッジは、陰イオン交換カートリッジとして
Accell Plus QMA cartridges (Waters社製、
WAT020545)を、逆相系カートリッジとして
Sep-Pak Vac 6cc (lg) C18 cartridges (Waters 
社製、 WAT036905)を用いた。吸光度の分析
には、 ShimadzuUV spectrometer (UV-1800) 
を用いた。吸光度分析用のセルは石英製の光路
長10mmのものを用いた。
クチナシ青色ゼリーの作成：ビーカー (500
mL)にゼラチン（約7.5g)を精密に批り取り、
蒸留水100gを加えて 10分間静置してゼラチ
ンを膨潤した。続いてスクロース（約 15g)を
精密に鼠り取り、蒸留水190gを加えた。これ
にふやかしたゼラチン懸濁液を加えて撹拌し
た。次にクチナシ青色素製剤（約0.25g)を精
密に批りとり、ゼラチン懸濁液に添加して撹拌
した。その後、懸濁液を 60℃まで加熱し、全
体が均質なるように溶解した。その後、溶液全
枇の重龍を計祉した。溶解した青色ゼラチン溶
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液をステンレスバットに移し、冷蔵庫 (3℃)
にて冷やし固めた。
各種溶媒による背色素の抽出：クチナシ青色ゼ
リー (50g)を批り取って小さく砕いたのち、
メタノール、エタノール、 n・プタノール、アセ
トニトリル、ジメチルホルムアミド、ピリジン
をそれぞれ30mL添加して、常温で24時間静
置した。また、同様に 0.lM塩酸およぴ0.5M
水酸化ナトリウム水溶液をそれぞれ添加した。
逆相系カートリッジによる青色素の精製：逆相
系カートリッジは、メタノール 5mLおよぴ蒸
留水 5mLによって樹脂の膨潤と安定化を行っ
た。続いて DMFまたは 0.5M水酸化ナトリウ
ム水溶液に溶解したクチナシ青色ゼリー試料液
lOmLを、それぞれ逆相系カートリッジに負荷
して色素を保持させることを試みた。
陰イオン交換系カートリッジ (QMAカートリ
ッジ）による青色素の精製：クチナシ青色ゼリ
-50gを精密の批り取り、 0.5M水酸化ナトリ
ウム水溶液に溶解させ、 50mLに定容して検液
とした。 QMAカートリッジを各種溶媒で膨洞
させ、続いて平衡化させた。検液 10mLをカ
ートリッジに負荷し、青色素をカートリッジの
トップに保持させることを試みた。色素が保持
された場合、カートリッジを各種溶媒で洗浄し、
各種溶出溶媒で色素を溶出させた。溶出液を
10 mLのメスフラスコにうけ、溶出溶媒で 10
mLに定容した。溶出液の 597nmにおける吸
収波長を測定した。カートリッジを膨洞させる
ために、メタノールと O.lM塩酸／メタノール
(1: 1)混液、 0.lM水酸化ナトリウム水溶液／
メタノール (1:1)混液で検討を行った。カー
トリッジの平衡化は、蒸留水と 0.lM水酸化ナ
トリウム水溶液で検討を行った。カートリッジ
の洗浄は、洗浄なしと蒸留水、およぴO.lM水
酸化ナトリウム水溶液／メタノール (1:1)で
検討を行った。溶出溶媒は、 O.lM塩酸／メタ
ノール (1:1)混液と 6M塩酸／メタノール
(1:1)混液にて検討を行った。
回収率の算出：クチナシ青色素製剤約50gを
精密に址り取り、 6M塩酸／メタノール (1:1) 
混液50mLに消解した。本液を 1/5およぴ
1/10に希釈し、各浪度の溶液の 597nmにお
ける吸光度を測定した。測定値をもとに浪度
(mg/mL)に対する吸光度の検祉線を作成した。
検液の測定結果を検批線にあてはめ、検液中の
粁色素の浪度を求め、浪度から試料中の青色素
含飛を求めて、添加枇から回収率（％）を算出
した。
3. 結果
クチナシ青色素のpHに対する安定性を確認
するために、試料を 6M塩酸およぴ0.5M水酸
化ナトリウム水溶液に溶解し、青色を示す極大
吸収597nmの吸光度の経時変化を観察した（図
3)。その結果、酸・アルカリともに、経時的
に吸光度は低下し、酸は24時間後に 76%に、
アルカリでは 62%となった（図 4)。しかし分
析時間は 1時間、もしくは30分以内で完結す
ることが望ましい。 1時間後では、酸は93%、
アルカリでは98%の吸光度が維持された。よ
って酸・アルカリ溶液による抽出作業・精製作
? ?
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図 3 クチナシ粁色索の紫外可視部吸収スペクトル。
実線： 6M塩酸消液、点線： 0.5M水酸化ナトリ
ウム水溶液
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図4 クチナシ行色索の酸水消液およぴアルカリ水
消液中での安定性
業を行っても、回収率に大きな影響は与えない
と判断した。
クチナシ背色素を含む冷菓（ゼリー）は、食
用ゼラチンとスクロースと水から調整した。青
色素は、精密に秤批して水で希釈した後に、冷
却前のゼラチン＝スクロース溶液に添加して、
冷蔵庫で冷やし固めた。本試料から青色素の溶
出を試みるために、各種有機溶媒（メタノール、
エタノール、 nー プタノール、アセトニトリル、
アセトン、ピリジン）が抽出浴媒として試され
た。溶媒中に試料を砕きいれて 4℃で静置した
が、色素が溶出することはなかった。続いて極
性有機溶媒であるジメチルホルムアミド
(DMF)を抽出溶媒として試した結果、試料は
全て溶解した。色素が溶けだすのではなく、ゼ
ラチン試料がDMFに溶解する形となった。有
機溶媒とは別に、酸水溶液 (O.lM塩酸溶液）
およぴアルカリ性水溶液 (0.5M水酸化ナトリ
ウム水溶液）による溶出を試みた。酸性水溶液
への溶出は観察されなかったが、 0.5M水酸化
ナトリウム水溶液にはDMF同様に試料全体が
溶解した。ゼラチンがたんばく質であることを
考えると、アルカリ性で溶解したことは当然の
結果と言える。このように色素のみの抽出には
成功しなかったが、青色色索を含む溶液を得る
ことができたので、試料を溶解した DMF溶液
およぴ0.5M水酸化ナトリウム水溶液を試料液
として、固相カートリッジによる青色素の分離
精製を試みた。
クチナシ青色素は高分子の重合体であり、重
合度の違いによる様々な分子批の化合物から構
成されている。クチナシ青色索製剤をギ酸含有
の含水メタノールを移動相とした逆相HPLC
で分析した結果、色索は明確なピークを形成せ
ず、広範な範囲に広がるプロードとして観測さ
れた。この結果はピーク面積を用いたHPLC
定祉が不可能であることを示している。そこで、
食品からクチナシ青色素全体を抽出し、妨害成
分を除いて消澄な溶液とした後、青色素特有の
吸収波長 (597nm) における吸光度を用いて
定飛する方法の検討を行うことにした。上記の
HPLC分析の結果は、逆相系の固相カートリッ
ジを使用した場合、色素は特異なバンドとして
分離することが難しいことを示している。しか
しながら、色素をカートリッジのトップに保持
することができれば、洗浄によって極性の高い
物質（スクロースや高極性たんばく質）を除去
し、色素だけを低極性溶媒で溶出して吸光度か
ら回収率を出すことができる。そこでDMFに
溶解した試料検液を Sep-PakC18固相カートリ
ッジに負荷した。しかし、ほとんどの色素は保
持されずに溶出した。これはDMFの溶出力に
よるものである。 DMF浪度を下げるために、
検液に蒸留水を 1:1で混和してからカートリ
ッジに負荷したが、それでも青色素は保持され
なかった。次に0.5M水酸化ナトリウム水溶液
に溶解した試料検液を逆相系の固相カートリッ
ジに負荷した。オクタデシル基で修飾されたシ
リカベースの樹脂にアルカリ溶液を負荷するこ
とは、一般的には行われない。なぜなら、アル
カリ性における加水分解によって、シリカ樹脂
からオクタデシル基が剥離してしまうからであ
る。しかしながら、少批溶液の負荷と迅速な蒸
留水による洗浄を行えば、色素の保持は可能と
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考え、試料液をカートリッジに負荷した。しか
しながら、一部の背色索は保持されたものの、
大半の青色素は溶出した。これらの結果から逆
相系の固相カートリッジによる色索の保持は難
しいと判断した。続いて、アルカリ抽出の試料
液を処理することを念等に、陰イオン交換樹脂
を検討した。陰イオン交換の固相カートリッジ
として QMAカートリッジを選択した。 QMA
カートリッジは正イオンに幣籠した 4級アミ
ノ基が担体に組み込まれており、陰イオンを保
持しつつ、中性化合物または正イオンに帯電し
た化合物を除去することができる。アルカリ溶
液に溶解しているということは、色索成分は陰
イオンに帯寵している可能性が閥い。そこで
0.5M水酸化ナトリウム水消液に溶解した試料
検液を QMAカートリッジに負荷した結果、全
ての色素がカートリッジのトップに保持され
た。一方DMFに消解した検液は、 QMAカー
トリッジには保持されず大半が溶出した。これ
は色素が寵気的に中性のままであったからと推
測される。青色素が保持された QMAカートリ
ッジを水で洗浄後、O.lM塩酸／メタノール (1:
1)溶液で溶出を行った。その結果、保持され
ていた青色素が溶出した。 i容出した色素の
597nmにおける吸光度を測定し、 i容出溶媒を
用いて作成した検址線を川いて色素の回収率を
算出した。その結果、回収率は 64.4%であった。
検批線はクチナシ背色索製剤の O.lM塩酸／メ
タノール (1:1)溶液または 6M塩酸／メタ
ノール (1:1)消液における 597nmの極大吸収
の吸光度を測定して作成した。作成した検批線
はR2=0.9999の高い虹線性を示した（図 5)。
一般的に食品からの回収率は70%以上である
ことが望ましいとされている。そこで、カート
リッジの安定化（溶媒和と平衡化）およぴ洗浄
液と溶出溶媒について検討を行った。カートリ
ッジを膨洞させる消媒和は、メタノールと
O.lM塩酸／メタノール (1:1)混液、 0.lM水
酸化ナトリウム水溶液／メタノール (1:1)混
液で検討を行った。また平衡化は水と O.lM水
0.7 
居0.6
蕊0.5
.. IV〇.4
~ vi0.3 
0.2 
0.1 
゜゜
y = 0.5402x + 0.0343 
R2 =0.9999 
0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 
冑色素製剤(mg/ml)
図5 クチナシ 'i~f色索製剤の絶対検恨線 (6M 塩酸／
メタノール (1:1)水溶液）
酸化ナトリウム水溶液で検討を行った。洗浄は、
洗浄なしと蒸留水、およぴ0.lM水酸化ナトリ
ウム水消液／メタノール (1:1)で検討を行っ
た。消出溶媒は、O.lM塩酸／メタノール (1:1) 
混液と 6M塩酸／メタノール (1:1)混液にて
検討を行った（表 1)。その結果、カートリッ
ジ膨洞のための溶媒和をメタノール、そして平
衡化を O.lM水酸化ナトリウム水浴液で行い、
洗浄を O.lM水酸化ナトリウム水溶液／メタノ
ール (1:1)混液で行い、溶出を 6M塩酸／メ
タノール (1:1)混液で行った場合、回収率が
77.0%となった（表 1)。回収率が70%超えた
ことにより、本方法はゼリーから行色索を回収
する方法として妥当と考えられる。
表1: QMAカートリッジからのクチナシ廿色点の滸
U¥条件と伯l収半の関係
溶媒条件 回収牢
溶媒和 平衡化 洗浄 溶出
(%) 
1 メタノール 水 64.4 
,_ 
0.1M HCI/メ
水 0.1M HCI/ 71.3 2 タノール (1:1) 
なし メタノール , .
O.SM NaOH/ (1:1) 59.9 3 メタノル (1:1) 
4 O.SM NaOH/ 73.2 O.SM NaOH 
トー メタノール
水溶液
メタノール
6M HCI/メタ5 (1 :1) ノール (1:1) n 
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4. 考察
今回我々が考案した分析法は、 7偉以上の回
収率を示したため実用性が高いと考えられる。
回収率が100%近くにならなかった理由として、
色素の溶出が完全でないことが考えられた。実
際、 QMAカートリッジのトップに残留した青
色素が観察された。残留色素を溶出するために
各種溶媒の検討を行ったが、溶出させることは
できなかった。カートリッジを分解して観察し
た結果、色素は樹脂ではなく、カートリッジの
プラスチック容器に付着残留していることが判
明した。カートリッジの溶媒和や安定化プロセ
スにおいて改良の必要性があると考えられた。
今回はモデル食品として冷菓（ゼリー）をゼ
ラチンとスクロースのみで製造したが、市販商
品には乳化剤やクリーム等の脂質が加えられて
いる。今後、市販商品を分析する際は、脂溶性
成分を除去するために、脱脂工程を加える必要
があると考える。またクチナシ青色素は多くの
場合、緑色を表現するために添加される。冷菓
の場合、抹茶ゼリーや抹茶プリンなどにおいて、
抹茶の緑色の補強のために黄色色素と混ぜて使
用される。今回考案したアルカリ溶液による抽
出方法を抹茶製品に応用すると、抹茶からクロ
ロフィル成分が溶出する可能性が高い。クロロ
フィル成分の極大吸収波長はクチナシ背色素の
極大吸収波長に近いため、検液に残存すると青
色素の定批に影響を及ぽすことが予想される。
よって、抹茶プリンや抹茶ゼリーの分析を検討
する際には、クロロフィル成分を除去する、ま
たはクロロフィル成分を抽出しない方法を検討
しなければならないと考える。今後は市販の抹
茶プリン粉末に青色素を添加し回収方法の検討
を行う予定である。
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